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PROCEDE DEVALUATION QUANTITATIVE DES CAPACITES 
GLOBALES ET SPECIFIQUES DE REPARATION DE L'ADN D'AU MOINS 
UN MILIEU BIOLOGIQUE, AINSI QUE SES APPLICATIONS. 

La pr6sente invention est relative a un proc6de devaluation quanti- 
5 tative des capacites globales et specifiques de reparation de TADN d'un milieu biolo- 
gique, en evaluant les capacites d'excision/resynthese dudit milieu ainsi qu'a ses 
applications. 

L'ADN est sans cesse soumis a des agressions endogenes ou exo- 
genes conduisant k la formation de lesions de bases ou de sucres. 
10 Ces lesions incluent : 

- les lesions des bases puriques ou pyrimidiques : lesions oxydatives 
induites par le metabolisme cellulaire, et par photosensibilisation ; lesions par forma- 
tion d'adduits chimiques, qui resultent de Taction nocive de nombreux agents geno- 
toxiques tels que les hydrocarbures polycycliques contenus dans les produits de 

15 combustion ; 16sions par formation de metheno-bases ou d'eth6no-bases. 

- les lesions de la structure de la double h61ice de TADN : formation 
de pontages intrabrin (entre deux bases adjacentes d'un meme brin) ou interbrins" 
(entre deux bases situees sur les brins homologues), generalement provoquees par les 
ultraviolets (formation de ponts entre pyrimidines, qui deviennent dimeriques), les. 

20 antitumoraux bifonctionnels, tels que le cisplatine et les agents intercalants, qui 
forment des liaisons covalentes stables ente les bases portees par les brins opposes 

- lesions spontanees, du fait que PADN est une molecule partielle- 
ment instable : desaminations ou depurinations spontanees. 

- lesions par rupture simple-brin ou double-brin : produites par des 
25 agents tels que les radiations ionisantes et par Taction des radicaux libres. 

- lesions des sucres : la destruction d'un desoxyribose entraine une 
rupture des liaisons phosphodiesters au niveau du site lese, suivie d'une rupture du 
brin. 

La diversit6 des lesions induites est illustree par T analyse des photo- 
30 produits stables detectes a la suite d'une irradiation par les UV C : a cote des dimeres 
de pyrimidine dus a la formation d'un noyau cyclobutanique, il se forme entre deux 
pyrimidines adjacentes, des pyrimidines (6-4) pyrimidones. La proportion relative des 



dimeres de pyrimidine et de produit (6-4) varie de 10 a 4 pour 1. Leur efficacite 
respective dans l'effet letal et dans l'effet mutagene des ultraviolets est egalement 
differente : les dimeres ont un r61e cytotoxique plus important que les produits (6-4), 
alors que l'inverse est vrai pour l'effet mutagene. De meme, les radiations ionisantes, 
5 (rayons y du cobalt 60, par exemple) produisent simultanement des ruptures simple- 
brin ou double-brin (approximativement dans un rapport de 9 a 1), de nombreux 
produits d'addition des bases, des pertes de bases et aux fortes doses, des pontages 
entre ADN et proteines adjacentes (chromosomiques par exemple). On ddnombre en 
moyenne une rupture de brin pour une base modifiee. Le role predominant de la 
10 rupture double-brin dans l'effet cytotoxique des radiations est accompagn6 d'un effet 
mutagene du aux alterations des bases. 

" ' ' Ces differerits types de lesions peuvent etre cre6s sur de l'ADN 

isole. Par exemple, des lesions de type photoproduits (6-4) et dimeres de pyrimidine 
de type cyclobutane sont induites par irradiation UVC (Hoeijmaker et al., Mutation 
15 Res., 1990, 236, 223-238) ; des lesions de type oxydatif sont induites par la reaction 
de Fenton en presence de peroxyde d'hydrogene et de fer (Elliot et al., Free Rod. Biol. 
Med., 2000, 1438-1446). Un autre moyen de preparer de l'ADN modifie consiste a 
manipuler des plasmides par des techniques de biologie moleculaire et d'y inserer un 
oligonucleotide obtenu par synthese chimique et contenant une lesion d'interet (Biade 
20 et al., J. Biol. Chem. , 1997, 273, 898-902). 

Tous les organismes vivants disposent de systemes de reparation de 
l'ADN, destines a maintenir l'integrite de leur genome. 

Parmi ces systemes de reparation, deux ont pour fonction d'eliminer 
les bases modifiees de l'ADN : il s'agit du systeme de Reparation par Excision de 
25 Bases (REB) et du systeme de Reparation par Excision de Nucleotides (REN) : 

• Le systeme REB est plus specifiquement dedie a la reparation 
des petites lesions de l'ADN telles que les dommages oxydatifs, les sites abasiques, 
les fragmentations de base, les methylations de bases, les etheno-bases, etc. 

• Le systeme REN prend en charge les lesions volumineuses indui- 
30 sant une distorsion de la double-hilice d'ADN telles que les adduits acetylamino- 

fluorene, cisplatine et psoralene de l'ADN, les dimeres issus de l'irradiation UV B et 
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UV C de TADN, les lesions covalentes formees entre une base de TADN et une autre 
molecule, etc. (Sancar etal., Annu. Rev. Genetics, 1995, 29, 69-105). 

Ces differents systfemes de reparation presentent des caracteristiques 
communes et en particulier les etapes suivantes : 
5 - reconnaissance de la ou des lesions par des proteines appartenant 

au systeme de reparation, 

- excision de la 16sion et eventuellement des nucleotides adjacents, 

- resynthese par les polymerases du milieu, des nucleotides 

manquants. 

10 - la reparation se termine generalement, par la ligation du brin 

neoforme avec le brin d'ADN existant. 

Dans tous ces cas, ce processus comprend, V elimination du 
nucleotide modifte et F incorporation en remplacement dans la chaine d'ADN; d'au 
moins un nucleotide triphosphate present dans le milieu de reparation. 

15 II faut cependant noter que les systemes de reparation, surtout chez 

les eucaryotes, sont tres complexes et de nombreuses variantes a ce schema simpliste 
existent (reparation globale, reparation associee a la transcription de TADN, repara- 
tion associee a la replication de I'ADN, etc). Certaines proteines sont impliquees dans 
plusieurs systemes de reparation simultanement, d'autres sont specifiques d*un seul 

20 systeme, certaines sont inductibles par des facteurs cellulaires ou externes, d'autres 
ont une expression ubiquitaire et constante. 

Pour la suite de la description : 

On appelle « substrat » tout ADN susceptible de subir une reaction 
de reparation en presence d'extrait cellulaire et par extension les 16sions de P ADN. 

25 On appelle « milieu biologique » ou « extrait cellulaire » une prepa- 

ration biologique purifiee ou non, susceptible de contenir au moins une activite enzy- 
matique liee a la reparation de TADN. 

On peut gen6ralement associer une lesion aux proteines sp6cifiques 
chargees de sa reparation dans TADN. Des differences existent selon les espfcces ; 

30 chez les procaryotes comme Escherichia coli, les enzymes sont moins specifiques, 
tandis que chez Thomme, on remarque une association beaucoup plus stricte lesion- 
enzyme de reparation sp6cifique surtout dans le systemes REB, Par exemple, Lindahl 
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et Wood (Science, 1999, 286, 1897-1905) decrivent les enzymes du systeme REB les 
plus importantes chez l'homme ainsi que les lesions qui leur sont associees. Par 
exemple, chez l'homme, la prot6ine OGG1, qui est une glycosylase appartenant au 
systeme REB est associ6e a la reparation de la 8-oxo-2'desoxyguanosine. Chez Esche- 
5 richia coli, la formamidopyrimidine-ADN-N glycosylase repare cette meme lesion 
mais plus generalement aussi les bases purines oxydees (Seeberg et al.., TIBS, 1995, 
20, 391-397). La proteine humaine ANPG est l'equivalente de la prot6ine bacterienne 
AlkA. Ces enzymes n'ont cependant pas les memes affmites pour leurs substrats et 
possedent des constantes de vitesse d'excision differentes (Laval et al., Mut Res., 
10 1998, 402, 93-102). Plus d'une quarantaine de lesions differentes prises en charge par 
le systeme REB peuvent avoir des consequences biologiques importantes et negatives 
si elles ne sont 'pas reparees. On cohsidere que les enzymes chargees de leur reparation 
ont un role anti-tumoral important. On voit que la connaissance precise de leurs speci- 
ficites de substrat est tres importante. 
j 5 Des tests de capacites de reparation cellulaire ont ete developpes et 

peuvent etre classes en deux categories : tests in vitro qui necessitent l'emploi 
d'extraits cellulaires actifs et systemes in vivo ou semi in vivo realises sur cellules 
vivantes. 

I. Methodes basees sur la mesure de l'activite 

20 d'excision/resynthese 

A. La plupart des tests in vitro ont ete developpes sur la base des 
experimentations d6crites par Wood et al . (Cell, 1988, 53, 97-106 et Biochemistry, 
1989, 26, 8287-8292), qui evaluent l'etape d'excision/resynthese de la reparation. 

De maniere plus precise, ce test comporte 1'utilisation d'un ADN 

25 plasmidique dans lequel des lesions sont introduites (par irradiation UV : formation de 
dimeres de pyrimidine, pontages ; par action de la DNase I: coupure ou rupture 
simple brin) ; 1' ADN ainsi modifie est incub6 a 30°C en presence d'une preparation de 
reparation comportant au moins : l'extrait cellulaire a 6valuer, un nucleotide 
triphosphate marqu6 en position alpha par du 32 P et de l'ATP. Les enzymes contenues 

30 dans l'extrait incisent l'ADN plasmidique et eliminent les lesions. De l'ADN est 
synthetise de novo en remplacement des nucleotides elimines. Le nucleotide radioactif 
introduit dans le milieu est incorpore dans l'ADN pendant cette synthese. Apres iso- 
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lemenf du plasmide repare par electrophorese sur gel d' agarose, on mesure la quantite 
de radioactivite incorporee, qui est proportionnelle au taux de reparation du substrat. 
La rn&hode de preparation de Fextrait cellulaire et les conditions de reaction inter- 
viennent dans la qualite de la reparation. En particulier, il semble que Ton obtienne le 
5 meilleur rendement de reparation avec des extraits de cellules entires du type de ceux 
utilises pour les transcriptions in vitro, alors que des extraits cytosoliques du type de 
ceux utilises pour promouvoir la replication plasmidique & partir d'une origine SV40 
ainsi que d'autres extraits cellulaires brats presentent une activite nucleasique, qui ne 
permet pas une interpretation coirecte de la reparation. 

10 Dans les conditions etablies par Wood et al., la specificite de la 

reaction pour ce qui concerne TADN irradie est plus importante en presence de 
concentration en KC1 de l'ordre de 40-100 mM. En outre, la replication de l'ADN- 
irradie, qui a lieu pendant la reparation est fortement dependante de la presence d' ATP 
et d'un systeme de regeneration de PATP (phosphocr6atine + creatine phospho- 

15 kinase), en vue du maintien d'un taux constant d'ATP, ce maintien etant plus specifi- 

quement associe k Tetape d'incision de la reparation. Une telle dependance n'est pas ^ 
rencontree par exemple dans les cas de reparation de rapture de brin. Un echantillon ic. 
controle, constitue du m6me plasmide non modifie est utilise simultanement dans les 
melanges reactionnels. 

20 Le test de Wood et al. necessite l'emploi de marqueurs radioactifs, 

ce qui impose des contraintes qui limitent la realisation de cette methode dans des 
tests de routine ; en outre, ce test ne presente pas des qualites de simplicite et de prati- 
calbilite suffisantes, pour son utilisation en routine. 

La m6thode de Wood et al. a ete proposee dans des essais de carac- 

25 terisation d'extraits provenant de cellules etablies a partir de patients atteints de 
xeroderma pigmentosum (Satoh et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1993, 90, 6335- 
6339 ; Jones et al., Nucl Acids Res., 1992, 20, 991-995 ; Robins et al., EMBO J., 
1991, 10, 3913-3921). Le xeroderma pigmentosum est une maladie multigenique, 
multiallelique, autosomale et recessive. Les cellules provenant de patients atteints par 

30 cette maladie sont tres sensibles aux ultraviolets et presentent des defauts dans la repa- 
ration de TADN. Huit genes sont impliques dans les differents groupes de comple- 
mentation de cette maladie : XPA a XPG et le groupe variant XPV. Chaque groupe 
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possede des caracteristiques differentes relatives a la reparation de l'ADN et notam- 
ment aux differents sous-types de REN. Les lesions de l'ADN, qu'elles appartiennent 
a la categorie des petites lesions ou des lesions volumineuses, sont repar6es de 
maniere differente, selon le groupe de complementation. 
5 D'autres maladies de-la reparation (Syndrome de Cockayne, Ataxia 

Telangectasia) possedent egalement des caracteristiques propres de reparation et ont 
6te etudiees par la methode de Wood et al.. 

B. Dans differe ntes publications , l'equipe de B. Salles et P. Calsou 
(Biochimie 1995, 77, 796-802 ; Anal. Biochem. 1995, 232, 37-42) decrit un precede 
10 de detection des lesions de l'ADN en realisant des reactions d'excision/resynthese sur 
un plasmide fixe dans des puits de microplaques. Le plasmide est adsorbe dans des 
• • puits de microplaques puis modifie a posteriori par des agents chimiques. Des extraits 
cellulaires sont rajoutes dans les puits ainsi que des nucleotides triphosphate marques 
a la digoxygenine. Le marqueur est incorpore dans l'ADN, s'il y a eu excision de 
15 ldsions, lors de l'etape de resynthese. Le marqueur est ensuite revele dans chaque 
puits par un anticorps couple a la phosphatase alcaline. On rajoute, dans chaque puits, 
un substrat qui devient luminescent apres dephosphorylation par la phosphatase 
alcaline. Le signal luminescent, emis au niveau de chaque puits, est mesure. II est 
proportionnel au taux d'incorporation du marqueur. 
20 Cette methode est 6galement decrite dans la Demande Internationale 

WO 96/28571 dont les Inventeurs appartiennent 6galement a l'equipe de B. Salles et 
P. Calsou et qui d6crit un precede de detection qualitative et quantitative de lesions de 
l'ADN dans lequel, de l'ADN lese est fix6 sur un support solide et une composition 
comprenant un extrait cellulaire a tester et contenant des marqueurs est mise en 
25 contact avec ledit ADN lese (prealablement ou posterieurement a la fixation sur ledit 
support solide). Ds considerent que leur methode permet de traiter simultanement un 
nombre d'echantillons important ; si l'on se r6fere aux exemples, la reparation en 
presence d'un extrait cellulaire se fait dans un milieu r6actionnel de 50 ul, a partir 
d'un extrait comprenant 150 ug de proteines, 50 mM de KC1, 5 raM de chlorure de 
30 magnesium, du DTT, de la phosphocreatine, de la phosphocreatine kinase et differents 
dNTP, l'un d'entre eux etant marque a la digoxygenine. La reparation est obtenue 
apres 3 heures d'incubation a 30°C et les puits sont laves avec une solution de lavage 
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comprenant un tampon phosphate avec un sel auquel on rajoute im tensioactif non 
ionique (Tween 20) dans une proportion de 0,5 et 0,15 % (composition preferee : 
tampon phosphate 10 mM, NaCl 137 mM et Tween 20 0,1 %). II est precise que ce 
test est d'une grande sensibilite, dans la mesure ou la detection est operee sur 40 ng 
5 d'ADN au lieu de 200 on 300 ng, dans le cadre d'un test en solution. 

Le test de Fequipe de B. Salles et P. Calsou propose essentiellement 
de modifier le plasmide apres fixation sur le support solide. Or, on sait que parmi les 
lesions creees par de nombreux agents chimiques ou physiques, on trouve les cassures 
de chalnes. Or, ces cassures sont reparees tres rapidement et efficacement par des 

10 extraits cellulaires actifs. Avec ce test, il est done impossible de differencier la repara- 
tion des cassures et la reparation des autres lesions. La reparation des cassures peut 
meme masquer la reparation des autres lesions et interferer avec les signaux attribues 
a la reparation d*autres lesions de FADN. II s'agit done d'un systeme qui permet la . 
detection d'un effet global, sans identifier les lesions reconnues par les systemes de 

15 reparation ; en outre ce procede n'a pas pour but de detecter et quantifier Factivite des /<■ 
proteines impliquees dans la reparation de FADN, mais d 'identifier la presence de ^ 
lesions sur FADN traite. ^ 
IL Methodes bashes sur revaluation de l'etape > 
d'incision/excision 

20 Des variantes de la m6thode de Wood et al. ont ete proposees et 

permettent notamment de mesurer uniquement Factivite d'incision des. lesions : 

A. Redaelli et al. (Terat. Carcinog. Mut, 1998, 18, 17-26) decrivent 
une methode dans laquelle le plasmide est incube directement avec Fextrait sans les 
nucl6otides triphosphate. Les coupures dans le plasmide super enroule provoquent un 

25 changement dans la vitesse de migration dans le gel d'agarose pendant 
Felectrophorese. Le plasmide super enroule migre plus vite que le plasmide incise, 
plus retenu du fait de sa conformation. Les bandes correspondant aux differentes 
formes du plasmide sont quantifies ; la quantite de la forme incisee est correlee a 
Factivit6 d'incision des lesions du plasmide, contenues dans Fextrait. 

30 De manure plus precise, cet article 6tudie Faction d'incision de 

FAP-endonuclease, qui intervient sur un site abasique, obtenu apres action d'une 
glycosylase sp£cifique de la modification a reparer (alkylation, d6samination hydro- 
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lytique, oxydation, mesappariement), en clivant le lien desoxyribosique phospho- 
diester en 3' o u en 5' de ce site abasique. Dans cet article l'activite AP-endonuclease 
est plus specifiqnement etudi6e sur un extrait brut de lymphocytes humains. L'extrait 
(80 u.1) est incube d'une part avec un plasmide non endommag6 (controle) et d'autre 
5 part avec un plasmide d6purine. La quantification de l'activite de V AP-endonuclease 
se revele ainsi possible, dans la mesure ou l'activite d'incision est d6pendante du 
dommage et sensible a l'EDTA. 

B. l'6auipe de P. Calsou et B. Salles (Biochem. Biophys. Res. Com., 
1994, 202, 788-795) propose une autre approche de la mesure specifique de l'activite 
10 d'incision des lesions d'un plasmide. lis introduisent dans le milieu de reparation un 
inhibiteur specifique des polymerases eucaryotes, l'aphidicoline, afin d'empecher la 
resynthese par les polymerases endogenes des fragments d'ADN norfnaux apres la 
premiere etape d'excision. Une polymerase procaryote exogene est melangee au 
milieu reactionnel en quantite equivalente pour tous les tubes. Des differences dans les 
15 resultats obtenus sont ainsi le reflet de l'etape d'excision des lesions et non pas de la 
resynthese des fragments d'ADN excises. 

C. Une autre m6thode basee sur une modification du test des 
cometes (electrophorese sur gel en milieu alcalin d'une seule cellule) permet egale- 
ment de mesurer l'activite d'incision. Elle a ete developpee par Collins et al. 
20 (Mutagenesis, 2001, 16, 297-301). Des lesions oxydatives sont introduites sur l'ADN 
genomique par photosensibilisation de cellules HeLa en presence de lumiere visible. 
Les cellules sont ensuite incorporees dans un gel d' agarose etale sur une lame de 
microscope, puis les membranes cellulaires et les proteines sont elimindes par lyse 
menagee. Les nucleoides isoles dans le gel sont incubes en presence d'extraits cellu- 
25 laires qui sont actifs pour la premiere etape d'incision des lesions. Les lames sont 
ensuite soumises a une electrophorese en milieu alcalin. La pr6sence de coupure induit 
une migration de l'ADN plus rapide que l'ensemble nucleoide. La pelote d'ADN 
prend alors r aspect d'une comete, l'ADN integre etant dans la tete et l'ADN cove- 
nant des coupures dans la queue de la comete. Le pourcentage d'ADN dans la queue 
30 de la comete determine par des logiciels specialises, est directement correle a l'activite 
d'incision contenue dans les extraits utilis6s pour les lesions considerees. Ce test a ete 
applique a la mesure des activites d'excision des dommages oxydatifs dans des 
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extraits provenant de lymphocytes humains. Par rapport a la methode decrite par 
Redaelli et al., 1998, qui mesure la coupure des plasmides, la methode de Collins et al. 
met en oeuvre la methode des cometes, pour estimer les coupures de brin et considere 
que cette variante est d'une part significativement plus sensible (detection d' environ 
5 0,2 a 2 coupures par 10 9 daltons) et d'autre part Sconomiquement interessante (eco- 
nomies sur le materiel utilise), dans la mesure o\X le volume de melange reactionnei 
(ADN inclus dans un gel) est seulement de 50 p.1 et que Ton obtient suffisamment de 
materiel a tester a partir de 10 ml de sang (possibilite de realiser plusieurs incuba- 
tions). 

10 D. La Demande Internationale WO 01/90408 decrit un procede 

de detection et de caract6risation d' activites de proteines impliquees dans la reparation 
* de lesions de PADN. 

De maniere plus precise cette methode comprend la fixation sur 
un support solide d'au moins un ADN endornmage comportant au moins une lesion.. 

15 connue ; cet ADN endornmage est ensuite soumis a Taction d'une composition de 
reparation contenant ou non au moins une proteine intervenant pour la reparation de 
cet ADN endornmage et la determination de Tactivite de cette proteine pour la r6para- 
tion en mesurant la variation d'un signal emis par un marqueur qui se fixe sur ou 
s'elimine du support lors de Petape precedents 

20 Ce systfeme, qui est mis en oeuvre avec un ADN endornmage qui 

se presente sous la forme d'un oligonucl6otide de 15 k 100 bases ou d'un poly- 
nucleotide de 100 a 20 000 bases permet ainsi d'acceder a une information plus 
glbbale que les autres tests, puisque 1' excision de plusieurs substrats peut etre suivie 
simultanement. 

25 Cependant, ce procede concerne la mise en evidence d'activites 

d' incision de lesions de TADN. II est ainsi limite k la caracterisatton de Tetape 
d'excision de 16sions pouvant etre introduites dans des oligonucleotides de synthese. 
D'autre part, bien qu'il donne des informations importantes sur les activites 
d'excision, il n'est pas adapte et ne decrit pas une quantification precise des activites 

30 enzymatiques d'excision/resynthfese de TADN. 

Outxe les inconvenients particuliers a chaque technique, rapportes ci- 
dessus, ces diffSrentes methodes presentent egalement les inconvenients suivants ; 
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- Tous les tests decrits ci-dessus n6cessitent l'utilisation de quantites 
de materiel biologique et notamment d'extraits cellulaires superieurs a 10 ul : le 
volume reactionnel gen6ralement utilis6 est de 50 ul comportant de 10 a 40 ul 
d'extrait pour une quantite de prot6ines d'environ 100 ug. Les extraits sont longs a 

5 preparer, la quantite de cellules disponibles est souvent faible ; ce qui limite le nombre 

de tests realisables. 

- Quelle que soit la methode de detection utilisee et que le test soit 
effectue en solution ou sur support, tous les systemes decrits donnent une information 
sur la reparation point par point limitee a un substrat donn6 pour une fraction aliquote 

10 d'extrait ; en effet, dans les essais de ddtermination de capacites de reparation tels que 
proposes par Wood et al., par exemple, chaque test est realise individuellement dans 
"un tube,' c'est-a-dire qu'une reaction se fait en presence d'un plasmide donne et d'un 
extrait donne. Pour chaque extrait a tester, on compare le taux d' incorporation du 
marqueur dans le plasmide par rapport aux taux d' incorporation de marqueur obtenu 

15 dans un substrat prepare a 1'identique en presence de l'extrait contr61e. L'extrait de 
controle de reference est generalement prepare a partir de cellules caracteris6es trans- 
formees par EBV ou SV40. H en est de meme dans la plupart des autres variantes de la 
methode de Wood et al., decrites ci-dessus. 

- Les tests etant relativement lourds a realiser et necessitant la dispo- 
20 nibilite de grandes quantitds de materiel biologique, les experimentateurs limitent le 

nombre de substrats utilises et le nombre d'extraits biologiques testes. 

- Les lesions introduces sur les plasmides ne sont ni mesurees ni 
quantifiees. Les auteurs, utilisant le test developpe par Wood et al., eliminent unique- 
ment les plasmides ayant perdu leur forme super enroulee afm d'eliminer l'ADN 

25 comportant des cassures de chatnes. Les informations obtenues sont tres partielles et 
insuffisantes pour definir et caracteriser pr6cisement les capacites de reparation d'un 

milieu biologique donne. 

En consequence, la Demanderesse s'est donnee pour but de 
pallier les inconvenients de l'art anterieur, notamment en proposant un proc6de qui 
30 permet de caracteriser et de quantifier les activites enzymatiques 
d'excision/resynthese de r6paration de l'ADN dans des extraits biologiques d'une 
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fapon rapide, precise, miniaturis6e et efQcace et ce sans Putilisation de solutions de 
reparation de controle. 

La pr6sente invention a pour objet un precede devaluation 
quantitative des capacites globales et specifiques de reparation de TADN d'au moins 
5 un milieu biologique, lequel precede est caracterise en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

(a) la preparation d'une gamme de plasmides comportant chacun 
des lesions distinctes de l'ADN, par traitement ind6pendant desdits differents 
plasmides par au moins un agent physique et/ou chimique et recuperation de la frac- 

10 tion super enroutee de chacun desdits plasmides ; la selection des fractions super 
enroulees permet d'exclure les cassures de brin et d'eviter Taction des nucleases, 

(b) la caracterisation des lesions presentes sur chacun des 
plasmides de ladite gamme de plasmides, 

(c) le d£p6t des differents plasmides de ladite gamme de 
15 plasmides et d'au moins un plasmide super enroule controle sans lesions sur un 

support solide unique, selon un schema A preetabli, pour former un support fonction- 
nalise divise en zones distinctes At a A x , x correspondant a un nombre entier egal au 
nombre de milieux biologiques a tester simultanement, chaque zone A\ a A x compre- 
nant ladite gamme de plasmides ; en consequence, les differentes preparations de 
20 plasmides de ladite gamme de plasmides modifies sont deposee sur un merae support 
solide en des endroits definis et reperes. Au moins un controle constituS d*un plasmide 
super enroule sans lesions de TADN est depose conjointement. 

(d) l'incubation dudit support fonctionnalise obtenu a l'etape (c) 
avec differentes solutions de reparation comprenant chacune au moins un milieu 

25 biologique susceptible de contenir des activites enzymatiques de reparation, de 1'ATP, 
un systerne de regeneration de l'ATP, un nucleotide triphosphate marqu6 et tout autre 
composant necessaire k Tactivite des enzymes de reparation presentes dans ledit 
milieu biologique, de preference a une temperature de 30°C pendant 1 a 5 heures, de 
preference pendant 3 heures chacune desdites solutions de reparation etant deposee, 

30 prealablement k ladite incubation, dans chacune desdites zones Ai a A x distinctes et 
preetablies dudit support fonctionnalise, 

(e) au moins un lavage dudit support fonctionnalise, 
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(f) la mesure directe ou indirecte du signal produit par le 
marqueur incorpore dans l'ADN lors de la faction de reparation de l'etape (d), dans 
chacune desdites zones Ai a A x distinctes et preetablies, 

(g) l'enregistrement et la quantification du signal correspondant a 
5 chaque depot de plasmide dans chaque zone Ai a A x et 

(h) la determination du rapport des signaux des plasmides 
comportant les lesions par rapport au plasmide controle depose conjointement. 

Un tel procede selon l'invention presente un certain nombre 

d'avantages : 

10 . n permet de detecter un effet global, en identifiant les diffe- 

rentes lesions, du fait de la possibility d'evaluer simultan6ment la reparation de diffe- 

rents types de lesions.' 

- H permet la determination des capacites d'excision et/ou 

d'excision/resynthese d'un extrait biologique sans recourir a la comparaison avec un 
1 5 milieu biologique controle. En effet, les resultats obtenus par la realisation du procede 
avec un seul echantillon d'extraits biologiques sont suffisants pour atlribuer une effi- 
cacite de reparation a l'extrait par rapport a des lesions precises et quantifies. 

- II est particulierement bien adapte a 1' etude de milieux biolo- 
giques divers et constitue un bon reflet de la situation in vivo. 

20 - Le procede selon l'invention permet de « cartographier » un 

milieu biologique donne pour ses activites enzymatiques de reparation de l'ADN. II 
permet d'identifier un extrait biologique en fonction de la carte obtenue. 

: _ n permet de determiner les proteines de la reparation defi- 

cientes ou partiellement deficientes dans un extrait biologique donne et done de servir 

25 de test diagnostique. 

- Le procede selon l'invention permet en outre la comparaison 
des performances de differents extraits biologiques pour la reparation des lesions de 
l'ADN. 

- II n'utilise pas d'isotope radioactif. 

30 . Etant miniaturise, il permet d'obtenir de nombreuses informa- 

tions a partir de tres faibles quantit6s de materiel biologique. 

- II est automatisable. 




13 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, les 
plasmides prepares a Fetape (a) sont choisis parmi ceux qui possedent une forme 
double-brin super enroutee (pBR322, M13, pUC, etc.). 

La forme super enroulee du plasmide controle est obtenue par 
5 purification en utilisant des techniques connues, comme par exemple, les kits de puri- 
fication de plasmide Qiagen. H est preferable, en outre, de limiter la presence de 
formes non desirees de plasmide en effectuant d'autres etapes de purification, comme 
par exemple la centrifugation sur chlorure de cesium et/ou sur gradient de saccharose. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux de Fetape (a) 
10 dudit proc6de, les differents agents physiques, biologiques ou chimiques aptes a 
induire une lesion de FADN sont choisis parmi ceux qui induisent de preference : la 
formation d'une lesion unique, la formation d'un nombre limite de lesions ou la for- 
mation de differentes lesions appartenant a une mSme famille. 

On peut citer par exemple comme families de ldsions : les lesions 
15 oxydatives, les photoproduits induits par les ultraviolets B ou C, les adduits 
chimiques, les etheno-bases, les sites abasiques et les cassures d'ADN. 

Les agents physiques et chimiques sont par exemple choisis 
parmi ceux qui fonctionnent principalement : 

- par un mecanisme de photosensibilisation type II : Foxygene 
20 singulet a pour cible principale la guanine ; dans ce cas, la lesion tres majoritaire 

formee est la 8-oxoguanine (Ravanat et al., Chem. Res. Tox., 1995, 8, 379-388). 

- par un mecanisme de photosensibilisation de type I ou par un 
mecanisme liberant le radical OH° ; dans ce cas, les lesions de FADN obtenues sont 
des lesions oxydatives ; ces lesions touchent, de fatpon 6quivalente, les bases puriques 

25 et les bases pyrimidiques de FADN. On peut citer parmi ces lesions, la 8-oxoguanine, 
les glycols, de thymine, la fapy-guanine, la fapy-adenine, Fhydroxymethyl-uracile, la 
5-hydroxymethyl-cytosine, la formyl-uracile (Cadet et al., Rev. Physiol. Biochem. 
Pharm., 1997,31, 1,87). 

- par un m6canisme de transfert d'energie de type triplet-triplet ; 
30 dans ce cas, les principales lesions formees sont des dimeres de pyrimidine de type 

cyclobutane (Costalat et al., Photochem. PhotobioL, 1990,51, 255-262). 
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- en liberant de l'energie absorbee directement par les bases de 
l'ADN comme les ultraviolets B ou C. Les liaisons formees sont les diraeres de pyri- 
midine de type cyclobutane, les photoproduits (6-4) et l'isomere de Valence Dewar 
(Douki et al., J. Biol. Chem., 2000,275, 1 1678-11685). 

5 - en Hb6rant de l'oxygene singulet. Ces agents appartiennent, par 

exemple, a la famille des endoperoxydes. La lesion formee est dans ce cas la 8- 
oxoguanine (Ravanat et al., J. Biol. Chem., 2001, 276, 40601-40604). 

Les agents chimiques sont choisis parrai ceux qui induisent des 
modifications de bases connues appartenant entre autres a la famille des carcinogenes. 

10 On peut citer par exemple : l'acetyl-amino fluorene (Hess et coll, 1996, Nucleic Acid 
Res.24, 824-828), le cis-platine (Pasheva et coll, 2002, Int. J. Biochem. Cell Biol., 34, 
87-92) Inf, les befizo-pyrene (Laws et coll, 2001, Mut. Res. ; 484, 3-18), le psoralene 
(Zhang et coll, Mol. Cell. Biol., 2002, 22, 2388-2397), le chloroac6taldehyde (CAA- 
Wang et coll, 2002, 13, 1149-1157), le tamoxifene (Dasaradhi et coll, 1997, Chem. 

15 Res. Tox., 10, 189-196) et le trans, trans-2, 4-decadienal (DDE-Carvalho et coll, 1998, 

Chem. Res. Tox., 11, 1042-1047). 

Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux de 
l'etape (a) dudit precede, differents agents sont mis en ceuvre sur chaque plasmide de 
ladite gamme de plasmides. 

20 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de l'etape (b) dudit 

procede, la caracterisation des lesions comprend (i) le prelevement d'une fraction de 
chaque plasmide lese, (ii) la digestion de chacune desdites fractions par des enzymes 
liberant les nucleosides de l'ADN, puis (iii) l'analyse du resultat de la digestion en 
utilisant une combinaison de techniques separatives couplees a une technique analy- 

25 tique quantitative. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en ceuvre, 
la digestion est mise en ceuvre a l'aide d'au moins l'une des enzymes suivantes : la 
phosphodiestdrase de rate de veau, la nuclease PI, la phosphodiesterase de venin de 
serpent, et la phosphatase alcaline (Douki et al., J. Biol. Chem., 2000,275, 11678- 
30 11685). 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de mise en 
ceuvre, le resultat de la digestion enzymatique est analyse par l'une des techniques 
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suivantes : Chromatographic Liquide Haute Performance (CLHP) couplee a la 
spectrom6trie de masse en Tandem (Douki et coll, 2000, J. Biol. Chem., 275, 11678- 
11685 ; Sauvaigo et coll, 2001, Photochem. Photobiol., 73, 230-237 ; Frelon et coll., 
Chem. Res. Tox., 2000, 13, 1002-1010), par CLHP couplee a la Chromatographic 
5 Gazeuse (Wang et coll, 2000, 13, 1149-1157 ; Pouget et coll, 2000, Chem. Res. Tox., 
13, 541-549) on bien par CLHP couplee k une detection electrochimique (Pouget et 
coll, 2000, Chem. Res. Tox., 13, 541-549). 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit 
proced6, prealablement a l'etape (c), les formes super enroulees des plasmides obtenus 

10 a l'etape (a) sont purifiees, de preference par centrifiigation sur gradient de saccharose 
et/ou sur gradient de chlorure de cesium. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit. 
procede, 6galement prealablement a l'etape (c), chacun des plasmides de la gamme de 
plasmides est dilu6 a une concentration comprise entre 5 et 100 |ig/ml, dans un . 

15 tampon de dilution comprenant de preference un tampon a pH compris entre 6,5 et ^ 
8,0, eventuellement associe a un sel et a un tensioactif non ionique ; de preference, > 
ledit tampon est un tampon phosphate 10 mM ou un tampon SSC, pouvant contenir du : i 
NaCl de 0,05 M a 0,5 M. 

Les differents plasmides sont preferentiellement d6poses a l'aide 

20 d'un robot destine a la fabrication des micro-matrices, c'est-a-dire que les volumes 
deposes sont compris preferentiellement entre 100 et 1000 picolitres. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de l'etape (c) dudit 
prpced6, ledit support est un support sensibilise, de fa9on a augmenter son affinite 
pour TADN, selectionne dans le groupe constitue par des materiaux organiques ou 

25 inorganiques choisis parmi le verre, le silicium et ses derives et les polymeres synthe- 
tiques ou non (membranes de nylon ou nitrocellulose), et dont la surface est Eventuel- 
lement fonctionnalisde ; de preference, ledit support est constitue par des lames de 
verre recouvertes de poly-L-lysine qui adsorbent TADN ou des lames de verre 
fonctionnalisees par des groupements epoxy qui forment des liaisons covalentes avec 

30 l'ADN. 
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Si necessaire, des traitements sont realises de fa9on a augmenter 
la fixation de l'ADN sur son support. Ces traitements ne doivent pas creer de lesions 
supplementaires sur l'ADN depose. 

Un support type selon Tinvention comportant des zones Ai & A x , 
chaque zone comprenant V ensemble de la gamme de plasmides comprend dans 

chacune desdites zones : 

- au moins un depot de plasmide temoin et 

- un depot de plasmide contenant des photoproduits, et/ou 

- un depot de plasmide contenant des dommages oxydatifs, et/ou 

- un depot de plasmide contenant des etheno-bases, et/ou 

- un depot de plasmide contenant des cassures de l'ADN, et/ou 

- un dep6t de plasmide contenant des adduits d'agent canceri- 
gene. 

Conformement a Tetape (d) du procede selon Tinvention : 

- l'extrait biologique peut etre prepare k partir du milieu biolo- 
gique, selon le procede de Manley et coll., 1983, Methods Enzymol. 101, 568-582 ou 
selon le procMe de Biade et coll., J. Biol. Chem, 1998, 273, 898-902, ou selon tout 
autre procede susceptible de fournir un milieu contenant des proteines de la repara- 
tion. 

- le marqueur est selectionne parmi les molecules d'affinite, les 
composes fluorescents, des anticorps ou de la biotine ; de preference, le marqueur ou 
le revelateur du marqueur est notamment choisi dans le groupe constitu£ par des 
composes fluorescents a fluorescence directe (Cy-3 ou le Cy-5) ou indirecte (biotine 
ou la digoxigenine). 

- le support est incube ensuite a une temperature favorisant la 
reaction de reparation de pref6rence a 30°C pendant un temps compris entre une et 
cinq heures, de preference pendant trois heures. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de Tetape (e) du 
procede selon l'invention, le support est lav6 au moins une fois k l'aide d'une solution 
saline contenant un tensioactif non ionique, notamment un tampon phosphate 10 mM, 
contenant du Tween 20, puis est ensuite rince a Peau au moins une fois. 
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Conformement & Fetape (f) du procede selon Finvention, la 
mesure du signal est realisee par une methode appropriee au marqueur ; par exemple, 
si le marqueur est un fluorophore, on procede k la rnesure directe des signaux fluores- 
cents 6mis par les differents depots du support. 
5 Selon un mode de mise an ceuvre avantageux de Fetape (g) du 

procede selon F invention, lesdits signaux sont quantifies a Faide d'un appareil 
capable d'exciter le marqueur, de preference un fluorophore et de mesurer le signal 
emis suite a 1' excitation. 

La mesure du signal est realisee par une instrumentation adaptee 
10 au support et au marqueur utilise On pourra utiliser un scanner pour Fanalyse 
damage en fluorescence, de pr6f§rence aux excitations laser a la longueur d'onde 
sp6cifique du marqueur employe. 

Selon tin mode de mise en oeuvre avantageux de Fetape (h) du 
procede selon Finvention, on etablit un rapport numerique entre les signaux obtenus 
15 avec les plasmides contenant les lesions et le signal obtenu avec le plasmide controle 
situe sur le meme support. 

Selon Finvention, on obtient ainsi un profil de reparation d'un 
milieu biologique donne. 

Ce profil de reparation peut servir a determiner les capacites de 
20 reparation globale et specifique d'un milieu, a diagnostiquer une maladie liee a la 
reparation, a evaluer Finfluence d'un traitement physique ou chimique (produit geno- 
toxique, par exemple) sur les capacites de reparation d'un milieu donne. 

En consequence la presente invention a egalement pour objet 
Futilisation du proc6de tel que defini ci-dessus ; 
25 - pour Fetablissement du profil de reparation d'un milieu 

biologique, 

- pour le diagnostic d'une maladie liee a une reparation 

- pour ^valuer Finfluence d'un traitement physique ou chimique 
sur les capacity de reparation d'un milieu biologique donn6 

30 - pour le criblage de substances capables de moduler le systeme 

de r6paration d'un milieu biologique. 
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Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en ceuvre du precede objet de la presente invention ainsi qu'aux 

dessins annexes, dans lesquels : 
5 - la figure 1 illustre un exemple de configuration du. support solide ; 

on observe un plan de depot en neuf zones ; 

- la figure 2 represente Ie plan de dep6t de chaque zone ; et 

- la figure 3 repr6sente un diagramme de reparation - cartograpbie de 
reparation associee a chaque lignee cellulaire ayant servi a preparer l'extrait utilise 

1 0 pour la reaction de reparation. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustration de l'objet de l'invention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

Exemple 1 : Preparation de la gamme de plasmides et dosage des lesions 
15 Le plasmide pBluescript H est produit pas transformation des 

cellules «XL1-Blue MRF supercompetent cells » de Stratagene selon Ie protocole 

fourni par Stratagene. 

Le plasmide est ensuite purifie en utilisant le Qiagen plasmid midi 

kit, en suivant le protocole preconise. 

20 Purification supplemental du plasmide 

Le plasmide est depose sur 10 ml de gradient de saccharose 5-20% 
dans un tampon Tris HC1 25 mM pH 7.5 ; NaCl 1 M ; EDTA 5 mM et centrifuge dans 
une ultra centrifugeuse Beckman en utilisant un rotor SW-41, a 4°C a 25 000 rpm 
pendant 18 heures. Des fractions de 1 ml sont ensuite prelev6es delicatement et analy- 

25 sees sur gel d'agarose. On ne garde que les fractions contenant au moins 90% de 
forme enroulee du plasmide. Le plasmide est precipitd a l'ethanol et dissous dans du 
PBS. 

Modifications du plasmide 

- Irradiation UVC - Formation de dimeres de pyrimidine de type 
30 cyclobutane (CPD) et de photoproduits (6-4) 
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Le plasmide dilue a 20 jig/ml dans un PBS est irradie en utilisant nne 
lampe germicide Bioblock equipee de deux neons de 15 Watts. Trois preparations de 
plasmides sont irradi6es respectivement k 0,06 ; 0,12 et 0,2 J/cm 2 , 

Traitement au Chloroacetaldehyde (CCA-Signa) - Formation 
5 de malondialdehyde-desoxyguanine (MDA-dG) 

Au plasmide, prepare a 1 mg/ml dans du PBS, on rajoute un volume 
equivalent de CAA (50% dans H 2 0). On incube cette solution une nuit k 37°C. Le 
plasmide est recupere par precipitation et purifie sur gradient de saccharose. 

Traitement au tran-trans-2, 4decadienal (DDESigrna)- 
1 0 Formation d 'etheno-guanosine et d 'etheno-adenosine 

A 200 pJ de plasmide prepare dans Teau a 1 mg/ml, on rajoute un 
volume Equivalent de tampon carbonate/bicarbonate 0,2 M pH 9,2 et un volume equi- 
valent de THF. On rajoute alors 4 pi de DDE et 12 pi de H 2 0 2 30%. La solution est 
incubee 2 heures k 50°C a l'obscurite. Le DDE est elimine par deux extractions au 
1 5 dichloromethane. L* ADN est precipite puis purifie sur gradient de saccharose. 

Traitement avec Vendoperoxyde DHPNO2 — Formation de 8- 
oxo-2 'desoxyguanosine (8-oxo-dG). 

20 fil de la solution d'endoperoxyde (1,4-endoperoxyde de N,N\- 
di(2,3-dihydroxypropyl)- 1,4-naphtalenedipropanamide, prepare selon le protocole 
20 decrit dans J. BioL Chem., 2000, 275, 40601-40604 sont incubes avec 200 ixl de 
plasmide dilue dans du PBS a 1 mg/ml pendant 2 heures a 37°C. Le plasmide est 
ensuite precipite et purifie sur gradient de saccharose. 

Dosage des lesions dans les plasmides 

Une fraction d'ADN plasmidique ou d'ADN de thymus de veau 
25 traite dans les memes conditions est pr61evee pour Tanalyse de la composition en 
bases modifiees. 

L'ADN est dig£r6 comme d6crit par Douki et al, J. Biol. Chem., 
275, 1 1678-1 1685, puis T analyse est realisee par HPLC-couplee k la spectrom6trie de 
masse en tandem. 

30 On obtient la quantite suivante de lesions pour 10 4 bases normales : 
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0.24 
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11.08 


0.93 . 


UVC 0.2 Jicva 1 








0.21 


18.14 


1.57 



On constate que les traitements provoquent la formation de lesions 

dans des proportions tres differentes : 

les UVC provoquent tres largement la formation de dimeres de 
5 pyrimidine de type cyclobutane (CPD) et minoritairement de photoproduits (6-4),- 

le DDE provoque la formation majoritaire de l'eth6no-desoxy- 

guanosine, 

l'endoperoxide provoque la formation tres majoritaire de 8- 

oxo-2*-d6soxyguanosine. 
[0 On voit que ces agents permettent d'induire la formation majoritaire 

de lesions specifiques ciblant des families precises d' enzymes de rdparation. 
Exemple 2 : mise en ceuvre du procede selon ^invention avec la gamine de 
plasmides preparGe a l'exemple 1. 

Depdt des plasmides sur support 
15 : Les plasmides sont dilues dans du PBS a 20 ug/ml. On effectue des 

depots de 500 picolitres a l'aide d'un robot GESIM, sur des lames de verre commer- 
ciales recouvertes de poly-L-lysine (VWR). Les lames sont conserves a 4°C. 

Chaque lame (support S) comporte 9 zones (Al a A9) identiques 
disposees selon le sch6ma A de la figure 1 . 
20 Dans chaque zone, la gamme des plasmides est d6posee conforme- 

ment a la figure 2, qui illustre par exemple la zone AL 

Chaque zone permet de tester un milieu biologique different. 
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Reaction de reparation 

Une solution est prepar6e contenant le milieu ou extrait biologique a 
tester ; pour 5 de solution, la composition est la suivante : 

- extrait 0,5 |al 
5 - tampon de reparation 5x 1 jil 

- CY5-dUTP (Amersham pharmacia biotech) 0,2 \xl 
(0,1 nmole/pL) 

- KC1 2M 0,2 |nl 

- ATP (Roche - 1 OOmM) 0, 1 jal 
10 On complete k 5 p.1 avec H2O. 

Composition du tampon de reparation 5x : 
Hepes/KOH 220 Mm Ph 7.8 ; MgCl 2 35 mM; DTT 2,5 mM; dATP 
2 |j.M, dGTP 2 jaM; dCTP 2 \xM; Phosphocreatine 50 mM; Cr6atine 
phosphokinase 250 jig/ml ; BSA 0,5 mg/ml ; glycerol 17%. 
1 5 Lignees cellulaires utilisees 

L'exemple est realise avec trois extraits diff&rents provenant de 
lignees cellulaires differentes : 

. Lignee 1 : il s'agit des cellules HeLa. Les extraits sont des extraits 
nucl6aires commerciaux et proviennent de la societe 4C Biotech (Belgique). lis ont ete 
20 prepares par la methode de Dignam et al, (Nucl. Ac. Res., 1983, 1 1, 1475-1489). Leur 
contenu en prot6ines est de 24 mg/ml. 

\ . Lignee 2 : il s'agit d'une lignee de cellules AS203 Stablies a partir 

d'un patient atteiht de xeroderma pigmentosum de groupe de complementation D. Les 
extraits ont ete prepares d'aprfes le protocole de Manley et aL. Le dosage des proteines 
25 par le kit micro BCA kit permet d'evaluer la quantite de proteines a 44 mg/ml. 

Lignee 3 : il s'agit de cellules XP12RO. Cette lignee a ete etablie & 
partir d'un patient atteint de xeroderma pigmentosum de groupe de complementation 
A. Les extraits ont ete prepares d'apres le protocole de Manley et al., (Methods 
Enzymol., 1983, 101, 568-582). L'extrait obtenu contient 36 mg/ml de proteines 
30 (dosage micro BCA kit, Interchim). 
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On depose 3 ul de chaque solution de reparation sur 1' ensemble des 
depots d'une seule zone de la lame. La lame est incubee a 30°C, a 1'humidite, pendant 
3 heures. La lame est lavee 3 fois 10 minutes dans un tampon PBS, contenant 0,1% de 
Tween 20. Puis elle est lavee dans H 2 0, pendant 15 minutes. Apres sechage, on 
5 procede a la lecture de fluorescence. 

Analyse des signaux de reparation 

Apres la reaction de r6paration, la fluorescence des differents depdts 
de chaque zone est analysee au moyen d'un scanner Axon a 635 nm et du logiciel 
d'analyse GenePix Pro. Une moyenne sur trois points identiques est ensuite realisee. 
1 0 On obtient ainsi une valeur pour chaque type de modification. Un diagramme est trace 
pour chaque lignee cellulaire. Ce diagramme correspond a une cartographie des 
systemes de reparation associes aux lesions presentes sur le support ou puce et est 
specifique de Portrait utilise. Les resultats obtenus sont presentes a la figure 3. Le 
niveau de fluorescence est donn6 en Unites Arbitrages (AU). 
15 On observe que chaque diagramme est unique et specifique de la 

lignee cellulaire ayant servi a preparer l'extrait cellulaire utilise. D peut done servir a 
caracteriser prdcisement les activites globales de reparation d'un extrait cellulaire 
donn6 et est revelateur de la fonctionnalite des systemes cibles. 

On observe que la lignee HeLa r6pare deux fois plus efficacement 
20 les lesions induites par le DDE (majoritairement etheno-dG) que par les UV (majori- 
tairement CPD et (6-4)). On observe que les dommages oxydatifs (majoritairement 8- 
oxo-dG) sont r6pares beaucoup plus faiblement. 

Pour la lignee AS203, on observe un niveau de reparation le plus 
elev6, bien que faible, pour les 16sions UV-induites. 
25 En ce qui concerne la lignee XP12RO, on observe que ce sont les 

lesions induites par le DDE qui sont reparees le plus efficacement (majoritairement 
6theno-dG), donnant un signal trois fois plus eleve que dans le cas de UV C. On sait 
que les lignees XPA ne reparent pas les CPD ; on peut ainsi attribuer les signaux obte- 
nus avec l'ADN irradie en UVC, a la reparation de photoproduits (6-4). 
30 Un avantage inattendu de l'invention est que, meme si la quantite de 

proteine est differente d'un extrait a l'autre, le rapport obtenu entre les signaux des 




ADN comportant les lesions et 1'ADN controle pour tin extrait donn6, peut etre utilise 
pour comparer les capacites de reparation des differents extraits entre eux. 
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REVENDICATIONS 

1°) Procede devaluation quantitative des capacites globales et 
specifiques de reparation de l'ADN d'au moins un milieu biologique, lequel procede 
est caracterisd en ce qu'il comporte les 6tapes suivantes : 
5 (a) la preparation d'une gamme de plasmides comportant chacun 

des lesions distinctes de l'ADN, par traitement ind6pendant desdits differents 
plasmides par au moins un agent physique et/ou chimique et recuperation de la frac- 
tion super enroulee de chacun desdits plasmides, 

(b) la caracterisation des lesions presentes sur chacun des 

10 plasmides de ladite gamme de plasmides, 

(c) le depot des differents plasmides de ladite gamme de 
plasmides et d'au moins un plasinide super enroule controle sans lesions sur un 
support solide unique, selon un schema A preetabli, pour former un support fonction- 
nalise divise en zones distinctes Ai a A x , x correspondant a un nombre entier egal au 

1 5 nombre de milieux biologiques a tester simultanement, chaque zone Ai a A x compre- 
nant ladite gamme de plasmides, 

(d) l'incubation dudit support fonctionnalise obtenu a l'etape (c) 
avec differentes solutions de reparation comprenant chacune au moins un milieu 
biologique susceptible de contenir des activites enzymatiques de reparation, de l'ATP, 

20 un systeme de regeneration de l'ATP, un nucleotide triphosphate marque et tout autre 
composant necessaire a l'activite des enzymes de reparation presentes dans ledit 
milieu biologique, de preference a une temp6rature de 30°C pendant 1 a 5 heures, de 
preference pendant 3 heures chacune desdites solutions de reparation etant deposee, 
prealablement a ladite incubation, dans chacune desdites zones Ai a A x distinctes et 

25 preetablies dudit support fonctionnalise, 

(e) au moins un lavage dudit support fonctionnalise, 

(f) la mesure directe ou indirecte du signal produit par le 
marqueur incorpore dans l'ADN lors de la reaction de reparation de l'etape (d), dans 
chacune desdites zones Ai a A x distinctes et preetablies, 

30 (g) 1'enregistrement et la quantification du signal correspondant a 

chaque dep6t de plasmide dans chaque zone Ai a A x et 
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(h) la determination du rapport des signaux des plasmides 
comportant les lesions par rapport au plasmide controle depose conjointement. 

2°) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les 
plasmides selon Tetape (a) sont choisis parmi ceux qui possedent une forme double- 
5 brin super enroulee. 

3°) Precede selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caracterise en ce qu'a l'etape (a) dudit procede, les dijEferents agents physiques, 
biologiques ou chimiques aptes a induire une lesion de l'ADN sont choisis parmi ceux 
qui induisent de preference : la formation d'une lesion unique, la formation d'un 
10 nombre limite de lesions ou la formation de differentes lesions appartenant k une 
meme famille. 

4°) Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'& Petape (a) dudit procede, differents agents sont mis en ceuvre. 
sur chaque plasmide de ladite gamme de plasmides 

15 5°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 

caracterise en ce qu'a Petape (b) dudit procede, la caracterisation des lesions 
comprend (i) le prelevement d'une fraction de chaque plasmide lese, (ii) la digestion 
de chacune desdites fractions par des enzymes liberant les nucleosides de PADN, puis 
(iii) P analyse du r6sultat de la digestion en utilisant une combinaison de techniques 

20 separatives couplees a une technique analytique quantitative. 

6°) Proced6 selon la revendication 5, caracterise en ce que la 
digestion est mise en oeuvre a Taide d'au moins Tune des enzymes suivantes : la 
phosphodiesterase de rate de veau, la nuclease PI, la phosphodiesterase de venin de 
serpent, et la phosphatase alcaline. 

25 7°) Procede selon la revendication 5 ou la revendication 6, 

caracterise en ce que le resultat de la digestion enzymatique est analyse par Tune des 
methodes suivantes : Chromatographic Liquide Haute Performance (CLHP) coupiee k 
la spectrometrie de masse en Tandem, par CLHP coupiee a la Chromatographic 
Gazeuse ou par CLHP coupiee k une detection eiectrochimique. 

30 8°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 & 7, 

caracterise en ce que prealablement k retape (c), les formes super enrouiees des 
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(h) la determination du rapport des signaux des plasmides comportant 
les lesions par rapport au plasmide contrdle depos6 conjointement. 

2°) Proc6d6 selon la revendication 1, caract£ris6 en ce que les 
plasmides selon l'etape (a) sont choisis parmi ceux qui possedent une forme double- 
5 brin super enroutee. 

3°) Precede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracteris6 
en ce qu'a l'etape (a) dudit precede, les diff&rents agents physiques ou chimiques aptes , 
a induire une lesion de VADN sont choisis parmi ceux qui induisent de preference : la 
formation d'une 16sion unique, la formation d'un nombre limit6 de lesions ou la 
10 formation de differentes lesions appartenant a une meme famille. 

4°) Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracte- 
rise en ce qu'a l'6tape (a) dudit proc6d6, differents agents sont mis en oeuvre sur chaque 
plasmide de ladite gamine de plasmides 

5°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracte- 
15 ris6 en ce qu'a l'6tape (b) dudit proced6, la caracterisation des lesions comprend (i) le 
prelevement d'une fraction de chaque plasmide les6, (ii) la digestion de chacune 
desdites fractions par des enzymes liberant les nucldosides de l'ADN, puis (iii) 
P analyse du resultat de la digestion en utilisant une combinaison de techniques separa- 
tives couplees a une technique analytique quantitative. 
20 6°) Proc6de selon la revendication 5, caracterise en ce que la digestion 

est mise en oeuvre a l'aide d'au moins Tune des enzymes suivantes : la phospho- 
diesterase de rate de veau, la nuclease PI, la phosphodiest6rase de venin de serpent, et 
la phosphatase alcaline. 

7°) Precede selon la revendication 5 ou la revendication 6, caracteris6 
25 en ce que le resultat de la digestion enzymatique est analyse par Time des methodes 
suivantes : Chromatographic Liquide Haute Performance (CLHP) coupl6e a la spectro- 
m6trie de masse en Tandem, par CLHP couplee a la Chromatographie Gazeuse ou par 
CLHP couplee a une detection electrochimique. 

8°) Procdde selon Tune quelconque des revendications 1 & 7, caracte- 
30 rise en ce que prealablement a l'6tape (c), les formes super enroulees des plasmides 



# 
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plasmides obtenus a Fetape (a) sont purifI6es par centrifugation sur gradient de 
saccharose et/ou sur gradient de chlorure de cesium. 

9°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce qu'egalement prealablement a Fetape (c), chacun des plasmides de la 
5 gamme de plasmides est dilue a une concentration comprise entre 5 et 100 fxg/ml, dans 
un tampon de dilution comprenant de preference un tampon k pH compris entre 6,5 et 
8,0, eventuellement associe a un sel et k un tensioactif non ionique. 

10°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce qu'a l'etape (c) dudit procede, les volumes des depots de la gamme 
10 de plasmides sont compris preferentiellement entre 100 et 1000 picolitres. 

11°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce qu'a l'etape (c) dudit proc6de, ledit support est un support sensibi- 
lise, de fagon a augmenter son affinite pour l'ADN, selectionne dans le groupe 
constitue par des materiaux organiques ou inorganiques choisis parmi le verre, le sili- 
15 cium et ses derives et les polymeres synthetiques ou non, et dont la surface est even- 
tuellement fonctionnalisee ; de preference, ledit support est constitue par des lames de 
verre recouvertes de poly-L-Iysine qui adsorbent FADN ou des lames de verre 
fonctionnalisees par des groupements epoxy qui forment des liaisons covalentes avec 
FADN, 

20 12°) Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que 

ledit support comprend des zones distinctes Ai k A x , chacune desdites zones compor- 
tant : 

■? - au moins un depot de plasmide temoin et 

- un d6pot de plasmide contenant des photoproduits, et/ou 

25 - un d6pot de plasmide contenant des dommages oxydatifs, et/ou 

- un depot de plasmide contenant des etheno-bases, et/ou 

- un depot de plasmide contenant des cassures de FADN, et/ou 

- un dSpot de plasmide contenant des adduits d'agent canceri- 
gene. 

30 13°) Proc6de selon Fune quelconque des revendications 1 a 12, 

caract6ris6 en ce qu'a l'etape (e) du procede selon l'invention, le support est lav6 au 
moins une fois & Faide d'une solution saline contenant un tensioactif non ionique, 
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obtenus a l'etape (a) sont purifiees par centrifdgation sur gradient de saccharose et/ou 
sur gradient de chlorure de c6sium. 

9°) Procede selon Fune quelconque des revendications 1 a8, caracte- 
rise en ce qu'egalement prealablement a Fetape (c), chacun des plasmides de la garame 
de plasmides est dilue a une concentration comprise entre 5 et 100 dg/ml, dans un 
tampon de dilution comprenant de preference un tampon a pH compris entre 6,5 et 8,0, 
eventuellement associe a un sel et a un tensioactif non ionique. 

10°) Procedd selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, carac- 
terise en ce qu'a l'etape (c) dudit procede, les volumes des depots de la garame de 
plasmides sont compris preferentiellement entre 100 et 1000 picolitres. 

11°) Procede selon Vune quelconque des revendications 1 a 10, 
caracteris6 en ce qu'a Tetape (c) dudit procedd, ledit support est un support sensibilise, 
de fa9on a augmenter son affinite pour Y ADN, selectionne dans le groupe constitue par 
des materiaux organiques ou inorganiques choisis panni le verre, le silicium et ses 
derives et les polymeres synthetiques ou non, et dont la surface est 6ventuellement 
fonctionnalisee. 

12°) Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que ledit 
support est constitue par des lames de verre recouvertes de poly-L-lysine qui adsorbent 
TADN ou des lames de verre fonctionnalisees par des groupements epoxy qui forment 
des liaisons covalentes avec TADN. 

13°) Proced6 selon la revendication 11 ou la revendication 12, 
caracterise en ce que ledit support comprend des zones distinctes Ai a A x , chacvme 
desdites zones cornportant : 

- au moins un dep6t de plasmide temoin et 

un ddpot de plasmide contenant des photoproduits, et/ou 
un d6p6t de plasmide contenant des dommages oxydatifs, et/ou 
un depot de plasmide contenant des 6tbeno-bases, et/ou 
un depot de plasmide contenant des cassures de TADN, et/ou 
un depot de plasmide contenant des adduits d'agent canc6rigene. 
14°) Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, 
caract6ris6 en ce qu'a Fdtape (e) du procede selon la revendication 1, lc support est lave 
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obtenus a l'6tape (a) sont purifiees par centrifugation sur gradient de saccharose et/ou 
sur gradient de chlorure de cesium. 

9°) Procede selon I'une quelconque des revindications 1 a 8, caracte- 
ris6 en ce qu'egalement prealablement a l'etape (c), chacun des plasmides de la gamme 
de plasmides est dilu6 a une concentration comprise entre 5 et 100 ug/ml, dans un 
tampon de dilution comprehant de preference un tampon a pH compris entre 6,5 et 8,0, 
eventuellement associe a un sel et a un tensioactif non ionique. 

10°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, carac- 
terise en ce qu'a l'etape (c) dudit procede, les volumes des dep6ts de la gamme de 
plasmides sont compris preferentiellement entre 100 et 1000 picolitres. 

11°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce qu'a l'etape (c) dudit procede, ledit support est un support sensibilise, 
de facon a augmenter son affinite pour l'ADN, selectionne dans le groupe constitue par 
des materiaux organiques ou inorganiques choisis parmi le verre, le silicium et ses 
derives et les polymeres synthetiques ou non, et dont la surface est eventuellement 
fonctionnalisee. 

12°) Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que ledit 
support est constitue par des lames de verre recouvertes de poly-L-tysine qui adsorbent 
l'ADN ou des lames de verre fonctionnalisees par des groupements epoxy qui forment 
des liaisons covalentes avec l'ADN. 

13°) Procede selon la revendication 11 ou la revendication 12, 
caracterise en ce que ledit support comprend des zones distinctes A, a A x , chacune 
desdites zones comportant : 

- au moins un depot de plasmide temoin et 

un dep6t de plasmide contenant des photoproduits, et/ou 

un dep6t de plasmide contenant des dommages oxydatifs, et/ou 

- un dep6t de plasmide contenant des etheno-bases, et/ou 

un dep6t de plasmide contenant des cassures de l'ADN, et/ou 

- un dep6t de plasmide contenant des adduits d'agent cancerigene. 
14°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 13, 

caracterise en ce qu'a l'etape (e) du procede selon la revendication 1, le support est lave 



27 

notamment un tampon phosphate 10 mM, contenant du Tween 20, puis est ensuite 

rince a l'eau au moins une fois. 

14°) Proc6d6 selon Tune quelconque des revendi cations 1 a 13, 
caracterise en ce qu' a l'etape (f) du proc6de selon 1'mvention, la tnesure du signal est 
5 realisee par une methode appropriee audit marqueur. 

15°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 14, 
caracteris6 en ce qu'a l'etape (g) du proced6 selon l'invention, lesdits signaux sont 
quantifies a l'aide d'un appareil capable d'exciter le marqueur et de mesurer le signal 

emis suite a Fexcitation. 
10 16°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 15, 

caracteris6 en ce qu'a l'etape (h) du proc6de, on etablit un rapport numerique entre les 

signaux obtenus avec les plasmides contenant les lesions et le signal obtenu avec le 

plasmide contrSle situe sur le mSme support. 

17°) Utilisation du procede selon l'une quelconque des revendi- 
15 cation 1 a 16, pour I'etablissement du profil de reparation d'un milieu biologique 

donn6. 

18°) Utilisation du procede selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 16, pour le diagnostic d'une maladie liee a la reparation 

19°) Utilisation du procede selon l'une quelconque des revendi- 
20 cations 1 a 16, pour evaluer rinfluence d'un traitement physique ou chimique sur les 
capacites de reparation d'un milieu donne. 

20°) Utilisation du procede selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 16, pour le criblage de substances capables de moduler le systeme de repa- 
ration d'un milieu biologique. 
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an moins une fois a Taide d'une solution saline contenant un tensioactif non ionique, 
notamment un tampon phosphate 10 mM, contenant du Tween 20, puis est ensuite rinc£ 
a l'eau au moins une fois. 

15°) Proc6de selon I'une quelconque des revendications 1 J 14, 
5 caract6ris6 en ce qu' a l'etape (f) du proced£ selon la revendication 1, la mesure du 
signal est realisee par une methode appropri£e audit marqueur. 

16°) Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 15, 
caract6rise en ce qu'& l'etape (g) du procede selon la revendication 1, lesdits signaux 
sont quantifies a 1'aide d'un appareil capable d'exciter le marqueur et de mesurer le 
10 signal emis suite a l'excitation. 

17°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 16, 
caract6rise en ce qu'i l'etape (h) du proc6d£, on etablit un rapport numerique entre les 
signaux obtenus avec les plasmides contenant les lesions et le signal obtenu avec le 
plasmide contrdle situ6 sur le meme support. 
15 18°) Utilisation du proc£de selon Tune quelconque des revendication 

1 a 17, pour l'6tablissement du profil de reparation d'un milieu biologique donn6. 

19°) Utilisation du proc&te selon Tune quelconque des revendications 
1 a 17, pour le diagnostic d'une maladie H6e it la reparation 

20°) Utilisation du procdde selon l'une quelconque des revendications 
20 1 a 17, pour ^valuer rinfluence d'un traitement physique ou chimique sur les capacites 
de reparation d'un milieu donne. 

21°) Utilisation du procede selon Tune quelconque des revendications 
1 & 17, pour le criblage de substances capables de moduler le systeme de reparation 
d'un milieu biologique. 
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DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 



S3 Norn 


SAUVAIGO 


Prenoms 


Sylvie 


Adresse 


Rue 


Le Noyaret 


Code postal et ville 


I3i8i3i2i0| HERBEYS 


Society d'app 


artenance (jacultatif) 




)g| Nom 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


1 - i i » 1 


Societ6 d'app 


artenance (facuttatif) 




Eg N° m 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


Ui t « ' 



Soci&e d'appartenance (facidiatif) 



S»il y a plus de trois inventeurs. utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages 



DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU MANDATA1RE 
(Nom et qualite du signataire) 

Le 20 d<§cembre 2002 
Le Mandataire. B. ORES (n° 92-4046) 




La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, aux ftchiers et aux libertds s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'accfes et de rectification pour les donnees vous concernant auprfcs de IMNPI. 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 
.□"black borders 

□ image cut off at top, bottom or sides 
^qt faded text or drawing 

□ blurred or illegible text or drawing 

□ skewed/slanted images 

□ color or black and white photographs 

□ gray scale documents 

□ lines or marks on original document 



<1 REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 
□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




